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摘要 : 为 获得 转基因 克隆 牛 的 供 体 细胞 ， 采 用 组 织 块 贴 附 培养 的 方法 分 离 培 养 牛 胎儿 皮肤 成 纤维 细胞 ， 经 
2 ~3 次 传代 纯化 ,绘制 生长 曲线 ,分 别 分 析 体 外 传代 培养 10 代 以 内 和 20 代 以 上 细胞 的 核 型 特征 。 分 别 采 用 
800、900、1 000 V/em 和 1、5、10、15 和 20 ms 的 参数 组 合 ， 将 线性 化 的 带 有 新 霉 素 抗 性 和 绿色 效 光 蛋白 双重 
筛选 标记 的 人 胰 怠 素 原 乳腺 特异 表达 载体 pNEI 电 穿 孔 转 和 人体 外 培养 的 牛 胎 儿 成 纤维 细胞 ， 经 800 pg/mL G418 
筛选 2 周 ， 继 续 以 300 pg/mL G418 扩大 培养 2~3 代 ， 取 部 分 短 选 后 的 细胞 进行 PCR 检测 结果 表明 ， 体 外 培养 
的 牛 胎 儿 成 纤维 细胞 生长 旺盛 ， 体 外 传代 20 次 后 核 型 未 发 生 改 变 ; 转 染 后 24 ~ 48 h 在 灾 光 镜 下 检测 各 组 均 可 
观察 到 绿色 荧光 表达 ， 和 筛选 后 各 组 克隆 形成 数 以 900 V/cm 和 5 ms 组 最 多 ; PCR 检测 得 到 了 预期 条 带 ， 说明 目 
的 基因 已 经 成 功 导 入 。 分 离 得 到 的 牛 胎 儿 耳 成 纤维 细胞 有 可 能 作为 体 细胞 核 移 植 的 供 体 ， 进 行 转基因 克隆 研 
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In Vitro Culture of Bovine Fetal Fibroblast Cells 
Using Tissue Explant Attachment and 
Gene Transfection Through Electroporation 
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(Research Center for Laboratory Animal Science Inner Mongolian University, The Key Laboratory of Mammal Reproductive 
Biology and Biotechnology, Ministry of Education, Hohhot, Inner Mongolia 010021, China) 


Abstract: The low efficiency and high cost of pronuclear microinjection technology has been the main barrier for 
transgenic animal production. The production of somatic cell clones by using cultured cells derived from different tissues 
sheds new lights on transgenic technologies. In order to prepare the nuclear donor cells for bovine transgenic cloning, 
bovine fetal fibroblast (BFFb) cells were isolated by attaching tissue explants from ear skin of a bovine fetal at 3 -4 
months gestation stage. The cells grew to confluence 7 days after attachment and were cryopreserved after purification and 
amplification for 2 — 3 passages. The cell growth curve was plotted, and the karyotype of the cells within the 10th passages 
and exceed the 20th passages was analyzed. The plasmid pNEI, which contained the Neo’ gene, the EGFP gene regulated 
by CMV promoter for expression in a non-tissue specific mode and the human pro-insulin gene regulated by bovine a-lactal- 
bamin promoter for expression specifically in mammary gland, were linearized by digestion with Xho | and purified with 
phenol chloroform extraction. BFFb cells at passage 3 were harvested at 70% confluence and suspended in HeBES buffer 
to $5 x 10° cell/ml. Two hundred microliters of the cell suspension were electroporated with 4 ug linearized pNEI vector in 
a 2-mm Gap cuvette for 1, $5, 10, 15 and 20 ms at 800, 900, 1 000 V/cm, respectively. Cells were checked 24 - 48 
hours after electroporation under fluorescence microscopy for GFP expression, and G418 selection (800 ug/mL) was ap- 
plied since then. After 2 weeks, selected colonies were counted and maintained in culture medium containing 300 ug/mL 


G418 for 2 - 3 passages before cryopreservation. A small part of the cells were analyzed by PCR for gene integration. The 
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data showed that the isolated BFFb cells grew actively, and maintained diploid karyotype even after 20th passages. Bright 


green fluorescence can be detected from 24 to 48 hours after electroporation, and more colonies were selected at the elec- 


troporation condition of 900 V/cm, 5 ms. PCR detection demonstrated that the foreign gene was integrated into the 


genome. The results indicated that the isolated BFFb cells might be competent for transgenic cloning. 
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长 期 以 来 ， 显 微 注 射 法 的 高 成 本 和 低 效率 制约 
着 转基因 动 物 全 究 的 发 展 ， 体 细胞 核 移 植 技术 的 出 
现 为 转基因 动物 的 制作 提供 了 新 的 思路 。 转 基因 元 
隆 方法 将 基因 转 染 及 筛选 的 步骤 提前 到 了 体外 细胞 
培养 阶段 ， 大 大 提高 了 基因 转 染 及 筛选 的 灵活 性 。 
自从 首 例 体 细胞 克隆 羊 多 和 莉 诞 生 以 来 ， 各 国人 研究 者 
利用 多 种 体 细 胞 成 功 的 进行 了 核 移 植 实验 
( Wakayama et al, 1998; Cibelli et al, 1998; Kato 
et al, 1998; Wells et al, 1999; Shiga et al, 1999; 
Kasinathan et al，2001; Ohkoshi et al，2003 )。 对 于 
制作 转基因 克隆 动物 来 说， 一 方面 对 细胞 供 体 的 生 
产 性 状 等 生理 指标 并 没有 单纯 制作 克隆 动物 那样 要 
求 严 格 ; 另 一 方面 基因 转 当 及 体外 筛选 过 程 对 细胞 
在 体外 的 传代 次 数 及 基因 组 的 稳定 性 要 求 较 高 。 
此 ， 在 利用 体 细 胞 克隆 技术 生产 转基因 动物 的 研究 
中 ， 胎 儿 成 纤维 细胞 由 于 其 取材 方便 、 生 长 快 、 体 
外 传代 次 数 相对 较 高 、 转 基因 效率 高 等 特点 ， 成 为 
用 于 生产 转基因 克隆 动物 的 首选 体 细胞 系 。 近 年 
来 ， 由 胎儿 成 纤维 细胞 提供 核 供 体 相 继 产 生 了 转 基 
因 克 隆 缆 手 〈Schieke et al，1997 )、 山 手 〈Baquisi 
et al，1999 )、 牛 (Cibelli et al，1998 ) 以 及 基因 和 是 
点 修饰 的 绢 手 〈MeCeath et al，2000 ) 和 猪 〈Lai et 
al ,2002 )。 

目前 ， 有 关 由 胎儿 成 纤维 细胞 产生 转基因 克隆 
牛 的 报道 比较 少 ， 且 大 多 是 只 用 一 个 药物 儿 选 标 
记 ， 即 新 霉 素 抗 性 基因 用 于 解 选 ， 尽 管理 论 上 采用 
多 选 后 的 细胞 进行 核 移 植 得 到 的 转基因 克隆 动物 后 
代 100% 者 是 转基因 动物 ， 但 事实 并 非 如 此 。 许 多 
研究 ( Bondioli et al，2001; Lai et al，2002; 
Echelard et al，2002 ) 表明 ， 利 用 该 方法 培育 的 元 
隆 动 物 后 代 中 转基因 阳性 率 从 0 到 100% 都 存在 。 
实际 上 表达 抗 生 系 抗 性 基因 的 转基因 细胞 可 以 通过 
分 泥 基 因 产 物 到 培养 液 中 或 通过 细胞 间 的 直接 接触 
而 保护 其 邻近 的 非 转 基因 细胞 。 由 于 这 种 和 劳 侧 效应 
( bystander effect )， 许 多 经 药物 师 选 得 到 的 细胞 元 
条 都 是 转基因 和 非 转 基因 细胞 的 混合 体 。 因 此 ， 用 
经 过 药物 沛 选 得 到 的 转基因 细胞 进行 核 移植 得 到 的 
































动物 并 不 虱 是 转基因 动物 。 本 人 研究 在 以 人 胰岛 系 基 
因为 目的 基因 的 载体 构建 中 ， 同 时 加 入 新 霉 素 抗 性 
基因 和 绿色 严 光 各 日 基因 两 个 入选 标记 ， 使 用 这 一 
载体 转 当 胎儿 成 纤维 细胞 后 ， 可 以 在 药物 史 选 的 基 
础 上 ， 进 一 步 通过 绿色 奖 光 蛋白 标记 得 选 出 转基因 
细胞 用 作 核 移植 供 体 细胞 ， 同 时 绿色 史 光 重 日 标记 
还 可 以 在 赛 胚 阶段 进行 第 3 次 沛 选 ， 进 一 步 保证 出 
生 的 后 代为 转基因 动物 。 

本 文通 过 组 织 块 贴 壁 培养 的 方法 分 离 培养 牛 胎 
儿 成 纤维 细胞 ， 并 采用 电 穿 扎 方 法 将 市 有 新 霉 系 抗 
性 基因 和 绿色 殉 光 重 白 基因 双 竹 选 标记 的 人 胰 马 素 
乳腺 特异 表达 载体 转 和 人 体外 培养 的 牛 胎 儿 成 纤维 细 
胞 ， 以 获得 用 于 转基因 克隆 牛 制作 的 核 供 体 转基因 
细胞 ， 为 高 效率 、 低 成 本 的 制作 转基因 克隆 牛 莫 定 
基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材 料 

1.1.1 活体 材料 3~5 月 龄 雌性 牛 胎 儿 取 自 呼 和 
浩特 西 郊 层 室 场 ， 要 求 妊 垦 母 牛 健康 状况 恨 好 ， 将 
胎儿 连同 子宫 放 入 37% 灭 菌 生理 盐 水 中 ，2 h 内 带 
回 实 验 室 。 

1.1.2 转基因 载体 pPNEI 【如 图 1)。 

1.1.3 PCR 引物 根据 质粒 pNEI 的 序列 ， 分 别 设 
计 上 游 引 物 和 下 游 引 物 ， 使 得 PCR 产物 跨 过 EGFP 
基因 与 人 胰 名 系 原 乳 腺 特异 表达 载体 的 交界 处 。 引 
物 由 上 海 生 工 生物 工程 有 限 公司 合 成 ， 预 期 产物 为 
1 180 bp。 引 物 序列 : P1 5'-GACCACTACCAGCA- 
GAACAC-3’, P2 5'-CCAGGAAGAGGATGACAAGA- 
3 

1.1.4 试剂 耗材 Xho | 购 自 大 连 宝 生物 公司 ; 
无 内 毒素 型 质粒 大 量 提取 试剂 盒 ( Endofree Plasmid 
Maxi Kit，QIAGEN )、 普 通 型 质粒 大 量 提取 试剂 盒 
及 细胞 总 DNA 提取 试剂 盒 均 购 目 上 海 华 天 生 物 工 
程 公司 ;GENFETICINYT Selective Antibiotic ( G418 Sul- 
fate )、 DMEM/AF12 购 自 CIBCO ;无 机 盐 类 及 D-PBS - 
为 日 本 和 光 试 剂 ; 胰 和 蛋 日 酶 为 Sigma 产 品 ;标准 胎 
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图 1 转基因 载体 pNEI 结构 示意 图 
p 
Fig. 1 Map of the transgenic vector pNEI 


牛 血 清 为 TBD 产品 ， 其 余 试剂 为 国产 分 析 纯 ， 细 
胞 培养 板 、 培 养 瓶 为 Nunc 产品 ， 其 余 玻 璃 器 严 及 
耗材 均 为 国产 。 

1.2 研究 方法 

1.2.1 组 织 块 贴 附 法 分 离 和 培养 牛 胎 儿 成 纤维 细 
胞 将 包 有 胎儿 的 子宫 放 入 37 % 灭 菌 生理 盐水 中 
带 回 。 用 手术 前 在 D-PBS 中 剥 除 胎 膜 ， 将 分 离 出 
的 咎 胎儿 ( 体 长 约 10 cm ) 用 PBS 液 洗 两 遍 ， 用 
70% 的 乙醇 进行 消毒 ， 再 用 PBS 洗 两 遍 。 将 胎儿 
征 兴 前 下 放 入 三 角 瓶 中 可 雄 ， 用 含 10% 血清 的 
DMEM 培养 液 洗 两 遍 ， 转 移 到 忌 有 培养 液 的 35 mm 
培养 四 中 ， 将 培养 液 吸 干 ， 放 入 培养 箱 中 培养 5 h 
让 组 织 块 贴 辟 。5 bh 后 加 入 培养 液 ， 在 37 % 、5%% 
C0,、 饱 和 湿度 培养 至 第 7 天， 观察 细胞 贴 壁 情 
况 。 去 除 组 织 块 ，0.05% Trpsin-EDTA (37 %C ，5 
min ) 消化 收集 细胞 ， 传 代 培 养 ， 大 量 扩 增 后 冷冻 
保存 。 

1.2.2 细胞 冷冻 用 0.05% Trpsin-EDTA，37 % 
处 理 5 min 消化 细胞 ，1 000 r/min 离心 5 min 收集 
细胞 ， 弃 上 清 ， 加 入 适当 体积 培养 液 重 悬 细胞 ， 每 
个 冷冻 管 中 放 入 约 1 x 105 细胞 ,加 入 冷冻 液 
(DMEM + 10% DMSO + 20% FBS )， 冻 存 管 置 4 % 
冰箱 平衡 2 h， 然 后 放 入 - 80 MC 冰箱 ，24 h 后 投入 
液 毛 。 

1.2.3 细胞 解冻 复苏 及 培养 ”从 液 氛 饶 中 取出 冻 
存 管 ， 投 入 40 的 水 浴 中 1 ~ 2 min， 使 其 完全 深 
解 。 用 5 ~ 8 mL 培养 液 ， 离 心 (1 000 rmin，5 
min ) 洗涤 两 次 ， 奔 上 清 ， 加 入 培养 液 重 悬 细胞 接 
种 于 六 孔 细 胞 培养 板 中 ，37 % 、5% CO，、 饱 和 湿 
度 培养 ， 生 长 至 约 70% 汇 合 后 ， 传 代 扩 大 培养 。 
1.2.4 和 牛 胎儿 成 纤维 细胞 生长 曲线 的 测定 ”将 牛 
胎儿 成 纤维 细胞 消化 收集 后 ， 接 种 于 4 个 六 孔 培 养 
板 中 ， 每 孔 接 种 细胞 1 x 104，37 CC、5% C0，、 饮 
和 湿度 培养 。 每 隔 3 天 换 液 一 次 ， 每 阳 24 h 消化 























收集 3 和 孔 细胞 ， 用 血球 计数 板 分 别 计数 3 个 孔 的 细 
胞 数 ， 求 平均 值 。 连 续 计 数 7 d， 绘 制 生长 曲线 。 

1.2.5 牛 胎儿 成 纤维 细胞 的 核 型 分 析 采用 空气 
干燥 法 制备 中 期 相 染 色 体 ， 待 细胞 长 至 对 数 生 长 期 
时 ,用 0.1 jg/mL 秋水 仙 素 的 DMEM 培养 液 培 养 4 
~8h，1 000 r/min，5 min 收集 细胞 。 问 细胞 中 逐 
滴 加 入 0.5 mL 预 温 (38 % ) 的 KCl (0.075 M )， 
混 匀 并 补 加 至 5 mL，37 % 孵育 30 min， 加 入 1 mL 
新 配制 固定 液 〈 甲醇 : 冰 酷 酸 3:1) 预 固定 3 min， 
低速 离心 (1 000 r/min ) 10 min， 收 集 细 胞 。 再 绥 
绥 加 入 固定 液 $S~ 8 mL， 室 温 固 定 20 min， 低 速 离 
心 10 min， 收 集 细 胞 ， 按 此 法 固定 2~3 次 。 固 定 
完毕 ， 加 适量 固定 剂 调整 细胞 浓度 ， 吸 取 细 胞 悬 液 
于 30 em 高 度 滴 在 - 20 MC 冰冻 的 和 载 玻 片 上 ， 用 跟 
吹 散 ， 空 气 自 然 干燥 ，Giemsa 染色 20 ~ 30 min， 
流水 冲洗 ,自然 干燥 ， 油 镜 ( x 1 000) 下 观察 拍 
照 ， 分 析 核 型 。 

1.2.6 pNEI 载体 的 线性 化 及 提纯 ”采用 去 除 内 毒 
素 的 质粒 提取 试剂 盒 提 取 质 粒 pNEI， 在 pNEI 中 只 
有 一 个 Xho [ 位 点 ， 质 粒 经 Xho 工 过 夜 酶 切线 性 
化 ， 经 电泳 检 测 确定 反应 完全 。 经 酚 、 氧 仿 抽 提纯 
化 或 经 质粒 大 量 提取 试剂 盒 纯 化 ， 最 后 用 TE 深 
解 ， 将 终 浓度 调 至 1 g/L。 

1.2.7 和牛 胎儿 成 纤维 细胞 的 准备 和 电 转 ”将 冷冻 
保存 的 牛 胎儿 成 纤维 细胞 解冻 后 传代 培养 ， 至 
70% ~ 80% 汇合 。 胰 蛋白 酶 消化 收集 细胞 ， 用 
HeBS 液 (140 mmol/L NaCl, 5 mmol/L KCl, 0.75 
mmol/L NaaHPO/s, 6 mmol/L Glucose, 25 mmol/L 
Hepes ) 重 悬 、 计 数 ， 调 整 细胞 密度 至 5 x 105/mL， 
每 次 取 200 pL 加 入 电击 杯 ， 加 入 提纯 的 线性 pNEI 
DNA 4 wg， 轻 轻 襄 击 杯 底 混 合 ， 置 于 电击 槽 中 ， 
设置 相应 的 参数 组 合 进行 电击 ， 电 击 后 室温 静 置 2 
min， 然 后 将 其 加 入 到 含 2 mL 培养 液 的 六 孔 细 胞 培 
养 板 中 ， 置 CO, 培养 箱 培养 。 
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1.2.8 转基因 牛 胎儿 成 纤维 细胞 的 筛选 和 纯化 
转 染 的 细胞 在 培养 48 h 后 ， 加 入 含有 800 ug/mL 
G418 的 全 培养 液 进 行 般 选 ， 每 两 天 更 换 一 次 培养 
液 ， 两 个 星期 后 ， 观 察 每 孔 中 细胞 克隆 的 形成 数 及 
严 光 表达 。 将 和 虽 选 出 的 细胞 传代 ，G418 的 浓度 降 
到 300 yg/ml 继续 培养 扩 增 ， 冷 冻 保 存 备用 。 
1.2.9 转基因 牛 胎儿 成 纤维 细胞 的 PCR 检测 取 
部 分 筛选 出 的 细胞 ,根据 组 织 细 胞 DNA 提取 试剂 盒 
说 明 提 取 细 胞 DNA。 取 1 wuL DNA 进行 PCR 反应 ， 
扩 增 条 件 为 :94 % 预 变性 3 min 后 ;95 % 1 min,56 
Cl min,72 % 40 s,30 个 循环 ;最 后 72 % 延伸 10 
min。 产 物 用 0.8% 的 琼脂 糖 凝 胶 进 行 电 泳 分 析 。 


2 结 果 


2.1 牛 胎 儿 成 纤维 细胞 组 织 块 贴 附 法 分 离 培 养 结 
采 











接种 第 2 天 ， 组 织 块 边 缘 开 始 游离 出 单 细 胞 ， 
大 多 数 为 上 皮 样 细胞 及 一 些 颗粒 物质 ， 只 有 少 部 分 
已 开始 游离 出 个 别 成 纤维 细胞 ; 第 3 天 组 织 块 周围 
仍 有 大 量 上 皮 样 细胞 ， 但 大 部 分 组 织 已 游离 出 成 纤 
维 细胞 ; 第 4 天 上 皮 样 细胞 比例 减少 ， 成 纤维 细胞 
已 占 多 数 ， 成 梭 状 延伸 ; 第 6 天 成 纤维 细胞 生长 旺 
成 , 已 基本 铺 满 瓶 底 ， 但 组 织 块 间 仍 有 间隙 ; 第 7 
天 后 组 织 块 间 际 消 失 ， 细 胞 汇合 连 生 ， 密 密 的 铺 满 
瓶 底 。 体 外 传代 培养 20 代 以 上 (40 qd 以 上 )， 细 胞 
生长 缓慢 ， 成 片 状 铺 于 亚 底 ， 很 难 长 至 密集 汇合 
(图 全 
2.2 传代 细胞 生长 曲线 

通过 绘制 的 生长 曲线 (图 3) 可知， 牛 胎儿 成 
纤维 细胞 体外 培养 时 ， 零 到 第 1 天 为 生长 潜伏 
期 ,第 2 天 开始 进入 对 数 生 长 期 ,第 6 到 第 7 天 进 
入 平台 期 ， 指 数 期 倍增 时 间 约 为 12 h。 

















图 2 


组 织 块 贴 附 法 分 离 培 养 的 牛 胎儿 成 纤维 细胞 


Fig. 2 BFFB cells cultured in vitro 
a: 培养 第 4 天 ,( x100); b: 培养 第 7 天 ( x 200); ce: 分 离 纯化 的 细胞 ( x200); d: 培养 40 天 (20 代 ) 以 上 (x200)。 


a: Tissue explant cultured for 4 days, 


d: s subcultured for more than 20 passages, x 200. 


x 100; b: Tissue explant cultured for 7 days, x 200; c: Purified BFFFB cells, 


x 200; 
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2.3 ”和牛 胎儿 成 纤维 细胞 核 型 分 析 

对 体外 培养 10 代 以 内 和 20 代 以 上 细胞 中 期 相 
进行 染色 体 分 析 ， 核 型 均 正 党 ， 为 2n = 60，XX， 
与 所 取 瞧 性 牛 胎 儿 相 吻合 (图 4)。 


图 4 牛 胎 儿 成 纤维 细胞 的 中 期 染色 体 ( 油 镜 , x 1 000， 


箭头 未 X 染色体， 核 型 为 2n = 60，XX ) 
Fig. 4 Metaphase chromosomes of bovine fetal fibroblast 
cells cultured in vitro ( black arrows show the X 


x 1 000) 


chromosomes, 2n = 60, XX. oil, 


2.4 牛 胎 儿 成 纤维 细胞 电 转 条 件 的 优化 
分 别 采用 800、900、1 000 V/em 和 1、5、10、 
15、20 ms 的 参数 组 合 电 击 转 染 体 外 培养 的 牛 胎 儿 
成 纤维 细胞 ， 转 染 后 在 六 孔 板 中 培养 ，48 h 后 加 入 
800 ug/mL G418 筛选 ， 两 星期 后 计 每 孔 中 细胞 克隆 
形成 数 ， 结 果 900 V/cm 和 5 ms 为 最 佳 条 件 参 数组 
合 〈 图 5 )。 
2.5 转基因 和 牛 胎儿 成 纤维 细胞 的 检测 和 PCR 鉴定 
转 染 后 经 G418 筛选 两 周 ， 收 集 细胞 传代 扩大 
后 取 部 分 细胞 提取 基因 组 DNA 进行 PCR 检测 ， 得 
到 了 预期 的 条 带 〈 图 6 )。 灾 光 镜 观察 细胞 可 见 强 绿 
色 严 光 表 达 ( 图 7 )。 





Fig. 9 Effect of electroporation parameters on the cell 


colony formation after G418 selection 
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图 6 转基因 牛 胎 儿 成 纤维 细胞 的 PCR 鉴定 
Fig. 6 


ldentification of specific gene in the transfected 
bovine fetal fibroblast cells by PCR 

M: DNA 分 子 量 标准 ( DNA molecular weight marker ); + : 阳性 
对 照 质粒 pNEI | Positive control ( Plasmid pNEI as template )}; 
- : 空白 对 照 | Zero control ( no template ) ]; S: 转基因 细胞 DNA 
为 模板 | Sample ( Transgenic cell DNA as template ) ]; C: 未 转 基 
因 细 胞 DNA 为 模板 [ Negative control ( Non transgenic cell DNA 
as template ) ]。 


3 讨 论 


目前 用 于 成 纤维 细胞 分 离 培养 的 方法 有 两 种 : 
消化 法 和 组 织 块 巾 附 法 。 消 化 法 一 般 是 将 组 织 块 用 
胰 和 集 白 酶 消化 处 理 , 分离 出 单 细胞 进行 培养 。 由 于 
酶 的 消化 作用 与 温度 、 组 织 块 大 小 、 酶 浓度 等 因 系 
有 关 ， 消 化 时 间 过 长 或 酶 浓度 过 大 都 会 使 细胞 受 损 
而 影响 生长 ， 而 消化 时 间 过 短 或 酶 浓度 过 低 则 达 不 
到 分 散 细 胞 的 目的 ， 而 且 用 此 法 获得 的 细胞 参差 不 
齐 ， 有 些 样 品 消化 后 细胞 很 少 ， 以 至 不 能 很 好 地 传 
代 。 相 对 而 言 ， 组 织 块 贴 附 法 简便 易 行 ， 得 到 的 细 
胞 均 质 性 好 ， 便 于 选择 ， 而 且 可 以 避免 酶 消化 对 细 
胞 造成 的 损伤 。 
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图 7 转基因 牛 胎 儿 成 纤维 细胞 中 绿色 灾 光 蛋白 的 表达 
Fig. 7 Transgenic bovine fetal fibroblast cells expressing EGFP 
a: 电击 转 染 后 培养 48 h〈( 瞳 视 野 ， 灾 光 镜 x 200 ); b: 沛 选 2 周 后 (上 暗 视 野 ， 灾 光 镜 x 200 ); ce: 冷冻 解冻 后 的 转基因 
牛 胎 儿 成 纤维 细胞 ( 相差 x 200 ); d: 冷冻 解冻 后 的 转基因 牛 胎 儿 成 纤维 细胞 ( 瞳 视野 ， 灾 光 镜 x 200 )。 


a: BFFBs 48 hours after electroporation ( fluorescent microscope x 200 ); b: Transgenic BFFBs after 2 weeks selection ( fluorescent 


microscope, x 200 ); c: Transgenic BFFBs after freezing and thawing ( contrast microscope, x 200 ); d: Transgenic BFFBs after freezing 


and thawing ( fluorescent microscope, x 200 ). 


牛 胎 儿 成 纤维 细胞 在 体外 培养 时 呈 贴 附 型 生 
长 ， 原 代 细 胞 主要 由 形状 不 等 的 梭 状 细胞 组 成 ， 细 
胞 足 伸展 较 短 ， 绝 大 多 数 是 成 纤维 细胞 ， 但 其 中 也 
含有 极 少 量 其 他 类 型 的 细胞 ( 如 上 皮 细 胞 等 )， 这 
些 细胞 容易 区 分 ， 并 有 旦 随 着 细胞 在 体外 传代 次 数 的 
增加 而 逐步 被 淘汰 。 根 据 成 纤维 细胞 对 消化 液 比 上 
皮 细 胞 更 敏感 的 特性 ， 通 过 控制 适宜 的 消化 时 间 可 
以 使 成 纤维 细胞 脱 壁 ， 而 上 皮 细 胞 仍 保持 贴 壁 ， 经 
过 3~5 次 传代 纯化 后 ， 就 可 以 得 到 比较 纯 的 成 纤 
维 细 胞 。 

成 纤维 细胞 在 体外 培养 存活 时 间 取 决 于 动物 种 
类 ， 长 期 反复 传代 ， 细 胞 可 逐渐 失去 二 倍 体 性 ， 进 
人 衰退 期 (SiTu & Wu，1997 )。 对 于 体 细胞 转基因 
克隆 来 说 ， 从 细胞 转 染 到 获得 阳性 克隆 至 少 需要 15 
~20 d〈 相 当 于 8 ~ 10 代 )， 再 加 上 原 代 细 胞 培养 及 


纯化 ， 到 转基因 细胞 核 移植 时 ， 细 胞 在 体外 培养 至 
少 已 经 历 了 13 ~ 15 代 ， 远 比 大 多 数 体 细胞 核 移植 
所 用 的 供 体 细胞 在 体外 的 传代 次 数 多 。 本 人 研究 对 不 
同 传代 次 数 的 牛 胎儿 成 纤维 细胞 核 型 分 析 表 明 ， 牛 
胎儿 成 纤维 细胞 体外 培养 10 代 以 内 和 20 代 以 上 均 
可 保持 二 倍 体 核 型 ， 这 说 明 牛 胎儿 成 纤维 细胞 可 以 
作为 转基因 克隆 的 核 供 体 细 胞 来 源 。 

电 穿 孔 技 术 在 20 世纪 80 年 代 初 期 开始 用 于 将 
DNA 导入 多 种 动物 细胞 ， 理 论 上 电 穿 孔 法 可 以 转 
染 各 种 细胞 。Baum et al (1994 ) 用 电 穿 孔 法 对 19 
株 细胞 进行 了 转 染 ， 结 果 所 有 细胞 都 得 到 了 转 染 。 
较 之 传统 的 磷酸 钙 和 脂 质 体 转 染 ， 电 穿孔 法 具有 使 
用 方便 、 操 作 简 便 、 转 染 效率 高 等 诸多 优点 ， 特 别 
是 对 那些 其 他 方法 难以 奏效 的 细胞 具有 明显 优势 。 
采用 电 穿 孔 的 方法 ，DNA 浓度 对 转化 率 的 影响 不 像 
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化 学 转化 方法 那样 明显 ， 一 般 来 说 ，DNA 浓度 在 1 
~ 40 ug/mLl 的 范围 内 都 可 以 获得 较 好 的 转 染 效率。 
此 外 电 穿 扎 法 最 重要 的 优点 ， 是 该 方法 得 到 的 转 基 
因 细 胞 中 外 源 基 因 通 徊 以 单 捞 贝 形式 整合 ( Boggs 
et al，1986 )， 这 对 于 转基因 动物 外 源 基 因 的 高 效 表 
达 非 常 重要。 

尽管 经 过 基因 转 染 后 Neor 基因 的 表达 可 以 使 细 
胞 耐 受 G418 的 毒性 , 但 是 ，G418 的 长 期 作用 仍然 
可 能 对 细胞 造成 不 利 影响 。Ogura et al (2000) 和 
Zakhartchenko et al (2001 ) 报道 ， 非 转基因 细胞 比 
经 过 药物 沛 选 得 到 的 转基因 细胞 克隆 的 效率 高 。 这 
种 差别 很 可 能 就 是 由 于 基因 转 染 和 药物 第 选 的 过 程 
引起 的 。 但 是 由 于 这 些 研 究 是 以 体外 交 选 后 分 离 出 
的 单 克 隆 细胞 为 研究 对 和 象 的 ， 因 此 ， 这 种 差别 也 可 
能 与 细胞 之 间 的 个 体 差 异 有 关 。 因 为 ， 转 染 后 经 
G418 沛 选 得 到 的 不 同 的 细胞 元 隆 在 用 于 核 移植 时 
发 育 潜能 差别 很 大 ( Dai et al，2002 )。 转 染 后 短期 
入 选 即 可 得 到 足够 数量 的 转基因 细胞 群 ， 而 要 想 得 
到 单 克 隆 细胞 ， 需 要 延长 体外 培养 及 药物 作用 的 时 
间 使 得 单 克 隆 细 胞 能 够 生长 增殖 到 所 需 的 数量 。 
Chen SH et al (2002 ) 认为 ， 用 转基因 的 细胞 群 进 
行 转 基因 克隆 可 以 避免 将 研究 集中 于 少数 儿 个 发 育 
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潜能 未 知 的 细胞 克隆 而 导致 灾难 性 后 果 ， 而 且 短 期 
科 选 得 到 的 转基因 细胞 群 的 细胞 比 转 染 后 长 期 药物 
筛选 得 到 的 单 克隆 细胞 更 适合 于 核 移植 ; 他们 还 认 
为 与 使 用 单 克 隆 细胞 相 比 ， 这 种 策略 可 以 增加 后 代 
中 基因 插入 位 点 的 可 能 性 ， 从 而 有 可 能 秘 选 出 高 表 
达 的 转基因 系 。 因 此 ， 对 于 不 以 基因 打靶 为 目的 的 
转基因 动物 制作 来 说 ， 采 用 短期 药物 筛选 后 得 到 的 
基因 ， 随 机 整合 的 转基因 细胞 群 比 采 用 长 期 药物 得 
选 后 的 单 克 隆 细胞 更 有 可 能 避免 风险 ， 提 高 成 功 
率 。 但 是 短期 解 选 的 细胞 群 中 非 转 基因 细胞 的 比率 
大 大 高 于 长 期 猎 选 得 到 的 单 克 隆 细胞 ， 导 致 转基因 
克隆 动物 后 代 中 非 转基因 动物 比率 难以 预测 。 本 研 
究 在 新 霉 素 抗 性 基因 的 基础 上 加 入 第 二 个 标记 基因 
一 一 绿色 严 光 重 白 基因 ， 这 样 在 经 过 G418 短期 第 
选 富 集 后 ， 得 到 的 转基因 细胞 群 中 虽然 仍 有 较 多 的 
非 转基因 细胞 ， 但 是 在 进行 核 移植 时 我 们 只 需 再 选 
择 表达 绿色 荧光 的 细胞 作 核 供 体 即 可 排除 非 转基因 
细胞 用 于 核 移 植 。 因 此 ， 采 用 这 一 策略 不 需 经 体外 
长 期 筛选 即 可 选 出 转基因 细胞 ， 避 免 了 长 期 药物 得 
选 对 细胞 的 不 良 影响 ， 也 可 避免 使 用 单 克 隆 细 胞 导 
致 的 风险 。 
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